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Abstract of EP0697590 

The spectroscopy method involves feeding light from a 
stimulation light source (1) via a first optical fibre (2) to a fibre 
coupler (3) and from there via a second optical fibre (4) to a 
specimen (6). Fluorescent light emitted from particles in the 
specimen are fed via the second optical fibre back to the 
coupler and from there via a third optical fibre (8) to a 
detector (10). 

Alternatively, the light from the source can be fed to the 
specimen via a first optical fibre and fluorescent light from 
particles in the specimen passed via a second fibre to a 
detector, whereby the ends of the fibres facing the specimen 
are oriented w.r.t. each other so that emitted stimulation light 
passes to a specimen region from which fluorescent light will 
be detected. 



FIG. 1(A) 
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(54) Verfahren zur Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie und Vorrichtung zu dessen 
Durchfuhrung 



(57) Ein Verfahren zur Fluoreszenz-Korrelations- 
Spektroskopie und eine Vorrichtung zu dessen Durch- 
fuhrung erlauben die Bestimmung von Str6mungsge- 
schwindigkeiten, Diffusionskoeffizienten und 
Volumenkonzentrationen. 

Von einer Lichtquelle ausgesandtes Anregungslicht 
wind mittels einer ersten Lichtleitfaser zu einem Faser- 
koppler und von dort mittels einer zweiten Lichtleitfaser 
zu einer Probe geleitet. Das von Probenpartikeln ausge- 
sandte Fluoreszenzlicht wird mittels der zweiten Licht- 
leitfaser zu dem Faserkoppler und von dort mittels einer 
dritten Lichtleitfaser zu einem Detektor geleitet. 



FIG. 1(A) 
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Verwendung getrennter Lichtleitfasern fur Anregung und 
Detektion kann sich der Abstand d auf jede der beiden 
Fasern beziehen. 

Bei der erfindungsgemaBen Vorrichtung zur Durch- 
fuhrung der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie 5 
verbindet eine erste Lichtleitfaser eine Lichtquelle mit 
einem Faserkoppler. Einezweite Lichtleitfaser vertindet 
den Faserkoppler mit einer Probe, einedritte Lichtleitfa- 
ser verbindet den Faserkoppler und einen Detektor. 

Eine andere Form der erfindungsgemaBen Vorrich- 10 
tung zur Durchfuhrung der Fluoreszenz-Korrelations- 
Spektroskopie besteht aus eine Lichtquelle, die mittels 
einer Lichtleitfaser mit einer Probe verbunden ist und 
einem Detektor mittels einer weiteren Lichtleitfaser mit 
der Probe verbunden ist. is 

Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform bestehen 
einzelne Oder mehrere Lichtleitfasern zur Verbindung 
von Lichtquelle, Probe, Detektor und ggf. Faserkoppler 
aus Monomoden-Lichtleitfasern. 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform weist 20 
eine zweite Lichtleitfaser auf, die fur direktes Eintauchen 
in die Probe ausgelegt ist. Bei getrennten Lichtleitfasern 
fur Anregung und Detektion kdnnen eine oder beide 
Lichtleitfasern entsprechend ausgelegt sein. 

In einer anderen vorteilhaften Ausfuhrungsform ist 25 
die zweite Lichtleitfaser durch eine transparente Schicht 
von der Probe getrennt. Bei getrennten Lichtleitfasern fur 
Anregung und Detektion kOnnen eine oder beide Licht- 
leitfasern in dieser Weise von der Probe getrennt sein. 

Bei einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform 30 
weistdie zweite Lichtleitfaser ein angeschragtes proben- 
seitiges Ende auf, d.h. die Normale auf dieprobenseitige 
Endf lache der Lichtleitfaser schlieBt mit der Faserachse 
einen Winkel von mindestens 1° ein. Bevorzugt wird ein 
Winkel bei dem der reflektierte Teil des Anregungslichtes 35 
nicht mehr in den Kern der Faser zurucW&uft. Bei Ver- 
wendung getrennter Lichtleitfasern fur Anregung und 
Detektion kdnnen eine oder beide Lichtleitfasern in der 
beschriebenen Weise angeschragt sein. 

Bei einer weiteren vorteilhaften Ausfuhrungsform ist 40 
das probenseitige Ende der zweiten Lichtleitfaser als 
gezogene Spitze ausgebildet und mit einer Metallschicht 
bedampft. Bei getrennten Lichtleitfasern fur Anregung 
und Detektion kGnnen eine oder beide Faserenden 
gezogen und bedampft sein. 45 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform der Vorrichtung 
weist eine Platte im Abstand d Weiner 0,1 mm von dem 
probenseitige Ende der zweiten Lichtleitfaser auf. Bei 
getrennter Anregung und Detektion kann sich der ange- 
gebene Abstand d auf jedes der beiden Faserenden so 
beziehen. 

Die in den Figuren 1 bis 7dargestellten bevorzugten 
Ausfuhrungsformen werden im Folgenden im Einzelnen 
beschrieben. 

55 

Figuren 1(A) und 1(B), sowie Figur 2(A) zeigen die 
erf indungsgemaBe Anordnung im Prinzip. 



Figuren 2(B) und 2(C) zeigen verschiedene bevor- 
zugte Anordnungender probenseitigen Faserenden 
zueinander, wenn die Anregung und Detektion mit 
getrennten Lichtleitfasern geschieht. 

Figur 3 zeigt ein Faserende, das durch eine Trenn- 
schicht von einer Probe getrennt ist 

Figur 4 zeigt ein gerades und ein angeschragtes 
Faserende nebeneinander. 

Figur 5 zeigt eine gezogene und mit einer Metall- 
schicht bedampfte Lichtleitfaser. 

Figur 6 zeigt eine Lichtleitfaser von der im Abstand 
d eine Platte zur Variation des Beobachtungsvolu- 
mens angebracht ist. 

Figur 7 zeigt den erf indungsgemaBen Versuchsauf- 
bau, wenn mehrere Proben zugleich in Multiplexver- 
fahren gemessen werden sollen. 

Figur 8 zeigt eine aus der Signalrate gemessene 
Autokorrelationsfunktion und Figur 9 stellt die Fluo- 
reszenzintensitat in Abhangigkeit von der Konzen- 
tration f luoreszierender Teilchen in einem Graphen 
fur ein Messbeispiel dar. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren bzw. die erfin- 
dungsgemaBe Vorrichtung ist in Fig. 1 (A) im Prinzip dar- 
gestellt. Eine Lichtquelle 1, typischerweise ein Laser 
oder eine Laserdiode, sendet Anregungslicht aus das in 
eine erste Lichtleitfaser 2 eingespeist wird. Ober einen 
Faserkoppler 3 und eine zweite Lichtleitfaser 4 wird das 
Anregungslicht einer Probe 6 zugefuhrt 

Die Partikel der Probe deren StrCmungsgeschwin- 
digkeit, Diffusionskoeffizientoder Volumenkonzentration 
gemessen werden soil, fluoreszieren oder sind mitfluo- 
reszierenden Teilchen markiert. Das durch das zuge- 
fuhrte Anregungslicht stimulierte Fluoreszenzlicht wird 
von der zweiten Lichtleitfaser 4 aufgefangen und Ober 
den Faserkoppler 3 zu einem Detektor 10 geleitet. Es ist 
vorteilhaft, dem Detektor einen spektralen Filter 9 vorzu- 
schalten urn den infolge Reflexion an der Grenzfiache 
der Faser zurucWaufenden Teil des Anregungslichtes zu 
absorbieren. 

Das erforderliche Weine Beobachtungsvolumen 
wird dadurch erreicht, daB das Anregungslicht aus dem 
Ende der zweiten Lichtleitfaser 4 direkt in die Probe 6 
gelangt. Aufgrund des geringen Durchmessers der 
Faser von nur wenigen jim trifft das Anregungslicht 
annahrend in einem Zylinder von wenigen \itr\ Durch- 
messer die fluoreszierenden Partikel in der Probe. Da 
auch die Eindringtiefe des Uchtes in der Probe in Ungs- 
richtung der Faser gering ist. ergeben sich Beobach- 
tungsvolumina im Bereich einiger Kubikmikrometer. 

Der Verwendung einer Mikroskopoptik bedarf es 
nach vorliegender Erfindung nicht. Die Einfachheit und 
Robustheit des Versuchsaufbaues erlaubt auch den 
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Eine 0,2 Gew.-% Dispersion von Polystyrol-Latex- 
teilchen mit Durchmesser 1 1 0 nm wurde in einem GefaB 
geruhrt Die Latexteilchen waren mit dem Fluoreszens- 
farbstoff Tetramethylrhodamin markiert. 

Eine angeschragte Lichtleitfaser = 8°) mit einem 
Kerndurchmesser von m = 3 nm tauchte in die Proben- 
I6sung. Fluoreszenzanregung geschah mit einem 
Argonionenlaser bei einer Wellenl&nge von 514 nm. 
Detektiert wurde uber einen 550 nm Langpass-Filter mit 
einem Photomultiplier. 

Das am Detektors registrierte Signal wird auf einen 
elektronischen Hardware-Korrelator gegeben. Dieser 
Korrelator berechnet fur einen variaWen Zeitraum T von 
typischerweise 30 s aus dem zeitlichen Verlauf der 
Amplitude des Detektorsignals l(t) die Korrelationsfunk- 
tion k(t) entsprechend der Gleichung 

7 

M0=y J /(x)/(t+0c^ 

Aus dieser Korrelationsfunktion und dem mittleren 
Detektorsignal l m 

r 

/ m =lj /(t)rfr 

1=0 

berechnet sich die normierte Autokorrelationsfunktion 

g(t) 

' m 

Die Strfimung der fluoreszierenden Partikel fuhrt zu 
einer Stufe in der normierten Autokorrelationsfunktion 
g(t) (Fig. 8). Die Lage dieser Stufe ist durch den Wert t^ 
charaktrisiert. Die schraffierten Kreise geben den typt- 
schen Verlauf einer Autokorrelationsfunktion in einer 
ruhenden Latex-Dispersion fur kurze Korrelationszeiten 
an. 

Den Wert von ty* erhSIt man aus der aufgetragenen 
normierten Autokorrelationsfunktion g(t), indem 
Anfangs- und Endwert der Stufe bestimmt werden. Ihre 
Differenz ist die StufenhOhe h. Derjenige Zeitpunkt, zu 
dem die Stufe auf die Haifte ihrer HOhe abgefallen ist, ist 
ti^. 

Die f luoreszierende Partikel, die an der Stirnfiache 
einer Lichtleitfaser mit Kerndurchmesser m mit einer 
Geschwindigkeit v vorbeistrGmen, bef inden sich im Mittel 
fOr eine Zeit von t™ 

t nm 
m= 4v 

im Austrittslicht des Kerns. Die Autokorrelationsfunktion 
g(t) Wingt innerhalb der Zeit 0.5 t m auf die Haifte ihres 
Wertes ab, d.h. 

Die gesuchte StrOmungsgeschwindigkeit errechnet sich 
also aus der MeBgrOBe t 1/2 zu 

71/77 
V= 

8f 1y2 



Fig. 8 zeigt die gemessene normierte Autokorrelations- 
funktion g(t). Der ti^-Wert wurde nach der oben beschrie- 
benen Methode zu t^ = 190 [is bestimmt. Daraus 
berechnet sich eine mittlere Stdmungsgeschwindigkeit 

5 der Latex-Partikel von 6.2 mm/s. Variation der Drehzahl 
des Ruhrers fuhrt zu schnelleren Oder langsameren 
StrOmungsgeschwindigkeiten. 

Fig. 9 zeigt die gemessene Fluoreszenzintensitat in 
Abhangigkeit von der Konzentration der Latexteilchen. 

w Es besteht uber einen groBen Bereich eine linearer 
Zusammenhang zwischen der Konzentration der Parti- 
kel und der gemessenen Intensitat, so daB mit Fig. 9 als 
Eichkurve bei unbekannten Proben die Konzentration 
derartiger Latexteilchen ermittelt werden kann. Die bei- 

is den Graphiken in Fig. 9 zeigen, daB die Linearitat der 
MeB- bzw. Eichkurve uber einen groBen Konzentrations- 
bereich besteht. 

Messbeisoiel 2 

20 

Bewegen sich die fluoreszierenden Partikel nur 
unter dem EinfluB der Diffusion, so hat die gemessene 
normierte Autokorrelationsfunktion die Form 

25 9(^P{~~) 

wobei x die mittlere Diffusionszeit ist die die Partikel 
brauchen, urn eine Strecke von der Lange des Kern- 
durchmessers m zurOckzulegen. Diese Zeit x hangt mit 
30 m uber den Diffusionskoeff izienten D zusammen : 

m 2 = 4 D x 

Fur kugelfdrmige Partikel mit Durchmesser a berechnet 
35 sich der Diffusuinskoeffizient direkt aus der Partikel- 
gr6Be: k j 
"3Tcr|a 



40 Dabei ist k die Boltzmann-Konstante, T die Temperatur 
und ti die Viskositat des umgebenden Mediums. 

PaBt man also an eine gemessene Autokorrelati- 
onsfunktion eine Kurve g(t) nach obiger Formel an, so 
kann man aus dem ertialtenen Wert fur x die GrOBe a 

45 des Partikels bestimmen: 

4^7x 

a= p 

3titi^ 

Andert sich die scheinbare hydrodynamische Gr6Be 
so eines fluoreszierenden Partikels durch Anlagerung an 
ein anderes Teilchen, so ist diese Zusammenlagerung 
uber eine Anderung des x-Wertes meBbar. 

Patentanspruche 

55 

1. Verfahren zur Fluoreszenz-Korrelations-Spektro- 
skopie, dadurch gekennzeichnet, daB von einer 
Lichtquelle (1) ausgesandtes Anregungslicht mittels 
einer ersten Lichtleitfaser (2) zu einem Faserkoppler 
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18. Vorrichtung nach einem der Anspruche 10 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, daB das probenseitige 
Ende einer Oder beider Lichtleitfaser(n) mil dem Ein- 
gang eines Multiplexers verbunden ist, dessen meh- 
rere AusgSnge mittels Lichtleitfasern mil mehreren 5 
Proben verbunden sind, Oder daB mehrere Licht- 
quellen uber einen Multiplexer mit dem zur Probe 
fuhrenden Lichtleitfaser verbunden sind. 
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FIG. 2(B) 
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FIG. 3 
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FIG. 7 
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FIG. 9 
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